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Введение
Широкая распространенность лактобацилл 
в окружающей среде, их присутствие в составе 
мик робного консорциума в кишечном содержи�
мом людей и животных, выраженный потенциал 
антимикробного действия предопределяют зна�
чительный интерес микробиологов и клиницистов 
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к этим микроорганизмам [1, 2]. Спектр антими�
кробной активности метаболитов лактобацилл на�
правлен против шигелл, сальмонелл, клостридий, 
псевдомонад, стафилококков, стрептококков, ли�
стерий и некоторых видов грибов. 
По данным М.В. Тюрина и соавт., эта актив�
ность наиболее выражена у следующих видов 
Резюме. Изучена динамика содержания лактоба-
цилл, микробных метаболитов и антибактериальной 
активности растущей культуры Lactobacillus plantarum 
8Р-А3. В экспериментах использовали лактобациллы 
L. plantarum 8Р-А3 и тест-микроорганизмы, выделенные 
из кишечного содержимого больных дисбактериозом. 
Изучение компонентного состава образцов надосадоч-
ной жидкости растущей культуры лактобацилл прово-
дили методом газожидкостной хроматографии с масс-
селективным детектированием. К 54 ч культивиро-
вания содержание жизнеспособных микробных клеток 
в нативной культуре лактобацилл достигает 3,0·109 в 
1 мл без последующего увеличения в процессе культиви-
рования. Ведущим компонентом культуральной среды 
лактобацилл, обладающим антибактериальной актив-
ностью, является молочная кислота. Наряду с молочной 
кислотой, на долю которой приходится 70% от общего 
количества метаболитов, в культуральной среде и на-
досадочной жидкости присутствуют соли фосфорной 
кислоты (14%), а также аминокислоты, карбоновые кис-
лоты, жирные кислоты, сахара и многоатомный спирт, 
в сумме составляющие до 16% общего количества мета-
болитов. Установлено, что в процессе культивирования 
лактобацилл в жидкой питательной среде образуются 
метаболиты, обладающие антибактериальной актив-
ностью в отношении патогенных бактерий, вызываю-
щих кишечные инфекции.
Ключевые слова: лактобациллы, метаболиты, мо-
лочная кислота, антибактериальная активность.
Abstract. The dynamics of the content of lactobacilli, mi-
crobial metabolites and antimicrobial activity of growing cul-
tures of Lactobacillus plantarum 8Р-А3 was studied. Lacto-
bacilli L. plantarum 8Р-А3 and test microorganisms isolated 
from the intestinal contents of patients with dysbacteriosis 
were used in experiments. Study of the component composi-
tion of growing culture supernatant of lactobacilli was car-
ried out by gas liquid chromatography with mass selective 
detection. By 54 h of cultivation the content of viable microbi-
al cells in the native culture of Lactobacillus achieves 3,0·109 
in 1 mL without further increase during the cultivation. The 
principal component of lactobacilli culture medium possess-
ing antibacterial activity is lactic acid. In addition to lactic 
acid, which accounts for 70% of the total metabolites, the 
culture medium and the supernatant contain salts of phos-
phoric acid (14%) as well as amino acids, carboxylic acids, 
fatty acids, sugars and polyhydric alcohol constituting of up 
to 16% of the total metabolites. It is found that during the 
cultivation in liquid medium lactobacilli produce metabo-
lites which possess antibacterial activity against pathogenic 
bacteria that cause intestinal infections.
Key words: lactobacilli, metabolites, lactic acid, antibac-
terial activity.
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лактобацилл: L. acido�hilus, L. �lantarum, L. fer�
mentii, L. casei, L. buchneri [1]. Антагонизм лак�
тобацилл, как это следует из опубликованных 
данных [1–3], обусловлен такими метаболита�
ми, как молочная кислота, а также антимикроб�
ными и антибиотикоподобными соединения�
ми – лизоцимом, перекисью водорода, бакте�
риоцинами (лактацинами), короткоцепочечны�
ми жирными кислотами, диацетилом, гистами�
ном и другими аминами.
В выполненных нами предыдущих исследова�
ниях по изучению состава надосадочной жидко�
сти нативной культуры пробиотических лакто�
бацилл L. �lantarum 8Р�А3 было установлено, что 
основным ее компонентом является молочная 
кислота [4]. Особо важно то, что содержащие�
ся в надосадочной жидкости молочная кислота 
и другие метаболиты L. �lantarum 8Р�А3 обла�
дают антибактериальной активностью in vitro, 
а также в опытах in vivo, защищая при перораль�
ном введении конвенциональных белых мышей 
от энтерального заражения суспензиями виру�
лентных бактерий псевдотуберкулеза и кишеч�
ного иерсиниоза [4]. 
Сочетание протективного эффекта с выражен�
ным влиянием на восстановление нормальной 
кишечной микрофлоры у экспериментальных 
животных послужили основанием для понимания 
того, что концепция пробиотикотерапии начала 
наполняться новым содержанием, и вектор разви�
тия предопределен направлением и разработкой 
нового класса препаратов на основе метаболитов 
микроорганизмов [5].
На эволюцию взглядов на пробиотики и пробио�
тикотерапию указывает Б.А. Шендеров в простран�
ном аналитическом обзоре, посвященном метабио�
тикам, то есть препаратам на основе метаболитов 
пробиотических микроорганизмов [6]. Важно так�
же и то, что Б.А. Шендеров считает существующие 
в настоящее время штаммы пробиотических микро�
организмов «стартовыми штаммами», а по сути про�
дуцентами метаболитов, перспективными для про�
мышленного производства биологически активных 
соединений (метабиотиков) [6]. Такие соединения 
микробного происхождения, являясь основой для 
конструирования разнообразных метабиотиков, 
найдут практическое применение в пищевой про�
мышленности и медицине [7].
В связи с тем, что для отработки биотехнологи�
ческого процесса выделения микробных метабо�
литов немаловажное значение имеют сроки и ко�
личество их накопления в растущей культуре про�
биотического микроорганизма, представлялось 
целесообразным провести исследование культуры 
пробиотических лактобацилл по указанным пара�
метрам в процессе роста в жидкой питательной 
среде.
Цель исследования – изучение динамики со�
держания лактобацилл, микробных метаболитов и 
антибактериальной активности растущей культу�
ры L. �lantarum 8Р�А3.
Материалы и методы
Бактерии штамма лактобацилл L. �lantarum 8Р�
А3, использованные в экспериментах, были полу�
чены из лиофилизированного пробиотического 
коммерческого препарата Лактобактерин (произ�
водство ФГУП «НПО Микроген»», Россия).
При изучении антибактериальной активности 
метаболитов культуры L. �lantarum 8Р�А3 были ис�
пользованы культуры бактерий, выделенные из 
кишечного содержимого людей с симптомами дис�
бактериоза: �scherichia coli �M, Yersinia enteroco�
litica 1407, Yersinia �seudotuberculosis 147, Bacillus 
mesentericus JS.
Для выращивания нативной культуры лак�
тобацилл L. �lantarum 8Р�А3 использовали жид�
кую питательную среду, содержащую пептон, 
дрожжевой экстракт, витамины (В1, В5), глю�
козу, стимуляторы роста (гемин и сульфит на�
трия), соль (хлорид натрия), твин�80. Выращи�
вание лактобацилл в жидкой питательной среде 
проводили при температуре 37 °С в системе для 
анаэробного культивирования в течение 72 ч. 
Через определенные промежутки времени из 
растущей культуры отбирали образцы для опре�
деления количества микроорганизмов в едини�
це объема, изучения антибактериальной актив�
ности, а также для проведения аналитических 
исследований.
Выращивание бактерий �. coli �M и B. mes�
entericus JS проводили на агаре Хоттингера при 
температуре 37 °С, а иерсиний псевдотуберкулеза 
Y. �seudotuberculosis 147 и кишечного иерсиниоза 
Y. enterocolitica 1407 с учетом их психрофильно�
сти – при пониженной температуре 16 °С.
Общее количество лактобацилл в культуре 
L. �lantarum 8Р�А3 определяли по стандарту мут�
ности ОСО 42�28�85, 10 МЕ; количество живых 
микроорганизмов (КОЕ) – высевом соответству�
ющих десятикратных серийных разведений ис�
следуемых проб на плотные питательные среды [8] 
в чашках Петри и подсчетом выросших колоний 
по истечении времени инкубирования.
Надосадочную жидкость для исследования по�
лучали путем центрифугирования образцов расту�
щей культуры лактобацилл L. �lantarum 8Р�А3 при 
3000 g в течение 15 мин.
Антибактериальную активность образцов на�
досадочной жидкости растущей культуры L. �lan�
tarum 8Р�А3 определяли по методу J.H. Jorgensen 
и J.D. Turnidge [9]. В экспериментах в качестве 
контроля использовали кислоту молочную пище�
вую по ГОСТ 490�2006.
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Обращает на себя внимание также и то, что, 
начиная с 24 ч культивирования, отмечает�
ся расхождение значений общего количества 
микробных клеток и количества жизнеспособ�
ных клеток. После 54 ч культивирования (ста�
ционарной фазы) прослеживается наступление 
фазы ускоренной гибели, на протяжении кото�
рой наступает нарушение равновесия между 
стационарной фазой и быстротой гибели лакто�
бацилл. В дальнейшем наступает фаза логариф�
мической гибели, когда отмирание лактобацилл 
происходит с постоянной скоростью, хотя опти�
ческая концентрация микробных клеток почти 
не меняется.
Определение антибактериальной активности 
надосадочной жидкости, полученной из образцов 
растущей культуры лактобацилл на 24 ч, 42 ч, 48 ч 
и 60 ч культивирования при кислотности образцов 
5,2–4,6–4,5 и 4,1 ед. рН соответственно, проводи�
ли в опытах in vitro по методу J.H. Jorgensen и J.D. 
Turnidge [9] с использованием бульонных культур 
�. coli �M, Y. enterocolitica 1407, Y. �seudotubercu�
losis 147, B. mesentericus JS (рис. 2).
Как следует из рисунка 2, вокруг тест�объектов, 
пропитанных надосадочной жидкостью образцов, 
полученных в разное время культивирования ба�
цилл L. �lantarum 8Р�А3 путем центрифугирования 
растущей культуры, формируются зоны ингиби�
рования роста бактерий кишечной палочки и иер�
синий псевдотуберкулеза. 
Изучение компонентного состава образцов на�
досадочной жидкости культуры L. �lantarum 8Р�А3 
определяли методом газожидкостной хроматогра�
фии с масс�селективным детектированием с ис�
пользованием капиллярной колонки СВ�WAX58 
на приборе Shimadzu�QP2010 Plus. Экстракцию 
компонентов надосадочной жидкости проводили 
с использованием ацетонитрила.
Статистическую обработку результатов экс�
периментов осуществляли согласно рекоменда�
циям, изложенным в руководстве И.П. Ашмарина 
и А.А. Воробьева [10].
Результаты и обсуждение
Посевная доза бактерий при выращивании 
культуры L. �lantarum 8Р�А3 в жидкой пита�
тельной среде при температуре 37 °С в микро�
аэрофильных условиях составила 1·108 КОЕ·мл�1. 
В течение всего цикла культивирования через 
определенные промежутки времени отбирали об�
разцы растущей культуры для определения кон�
центрации бактерий, получения надосадочной 
жидкости и определения ее кислотности. Резуль�
таты определений представлены в таблице 1 и на 
рисунке 1.
Таблица 1
Результаты определения концентрации бактерий 
в растущей культуре L. plantarum 8Р-А3
П
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од
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и
я,
 ч
Показатели роста лактобацилл
Общее количество 
бактерии в 1 мл
Количество 
жизнеспособных 
бактерий в 1 мл
Значение рН 
культуральной 
среды, ед. рН
6 Менее 1·109 (1,2±0,4)·108 6,8
12 Менее 1·109 (1,3±0,5)·108 6,5
18 Менее 1·109 (1,7±0,5)·108 6,3
24 (1,1±0,5)·109 (1,2±0,4)·109 5,2
30 (1,8±0,5)·109 (1,6±0,5)·109 4,8
36 (2,2±0,6)·109 (1,9±0,6)·109 4,7
42 (2,7±0,5)·109 (2,3±0,4)·109 4,6
48 (3,1±0,6)·109 (2,9±0,5)·109 4,5
54 (3,3±0,6)·109 (3,0±0,6)·109 4,3
60 (3,3±0,7)·109 (2,9±0,5)·109 4,1
66 (3,4±0,6)·109 (2,8±0,6)·109 4,1
72 (3,5±0,5)·109 (2,6±0,5)·109 4,0
Представленные в таблице 1 и на рисунке 1 
результаты свидетельствуют, что к 54 ч культи�
вирования количество жизнеспособных лактоба�
цилл достигло 3,0·109 клеток в 1 мл культуры. При 
этом динамично изменялись такие показатели, 
как общее количество лактобацилл, количество 
жизнеспособных лактобацилл и кислотность 
культуральной среды. В процессе утилизации 
глюкозы, входящей в состав питательной среды, 
происходило закисление последней, и к концу 
культивирования на 72 ч значение рН достигло 
4,0 ед. рН.
Рис. 1. Динамика роста бактерий L. �lantarum 8Р�А3  
в жидкой питательной среде
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Наибольшая выраженность зон задержки 
роста бактерий наблюдается у образцов надосадоч�
ной жидкости, полученных из растущей культуры 
лактобацилл на 42 ч и 60 ч культивирования. Эта 
же тенденция прослеживается и в случае исполь�
зования иерсиний Y. enterocolitica 1407 и бацилл 
B. mesentericus JS в качестве тест�культур. Кроме 
того, видовая принадлежность бактерий также 
имеет значение: образцы надосадочной жидкости 
обладают более выраженной бактерицидной ак�
тивностью в отношении кишечной палочки �. coli 
�M, причем уже на 24 ч культивирования лакто�
бацилл.
Использованная в качестве контроля молочная 
кислота также обладает антибактериальной актив�
ностью: формирование зон ингибирования роста 
иерсиний и бацилл вокруг тест�объектов, пропи�
танных растворами молочной кислоты, отмечает�
ся даже при ее концентрации 0,005 мкг·мл�1.
Результаты экспериментов in vitro по опреде�
лению зон задержки микробного роста подтвер�
дили наличие антагонистической активности об�
разцов надосадочной жидкости растущей культу�
ры L. �lantarum 8Р�А3, что послужило основанием 
изучения состава надосадочной жидкости, а также 
количественного содержания основного компо�
нента в ней методом газожидкостной хроматогра�
фии (рис. 3).
Как следует из представленной на рисунке 3 
хроматограммы, ведущим компонентом надосадоч�
ной жидкости, полученной на 60 ч культивирования 
лактобацилл, является молочная кислота, составля�
ющая 70 % от общего количества метаболитов. Вто�
рым значимым компонентом надосадочной жидко�
сти, содержание которого достигает 14%, являются 
соли фосфорной кислоты. Остальные компоненты, 
составляющие в сумме 16% от общего количества, 
включают аминокислоты (валин, треонин, аспа�
рагиновая кислота), одноосновные карбоновые 
кислоты (масляная, пропионовая, бутандиоловая), 
трехатомно�одноосновную глицериновую кисло�
ту, пирролидон�5�карбоксильную кислоту, жирные 
кислоты (транс�9�октадеценовая [элаидиновая] 
кислота и др.), многоатомный спирт и сахара.
Количественное определение молочной кисло�
ты в надосадочной жидкости растущей культуры 
лактобацилл L. �lantarum 8Р�А3 методом газожид�
костной хроматографии позволило установить ди�
намику ее накопления и относительное содержа�
ние в расчете на 1 микробную клетку (табл. 2).
Таблица 2
Динамика концентрации молочной кислоты  
в надосадочной жидкости растущей культуры 
лактобацилл L. plantarum 8Р-А3
Продолжительность 
выращивания, ч
Содержание 
молочной кислоты 
в образцах, Х±I
95
, 
мкг·мл�1
Относительное 
содержание 
молочной кислоты 
в расчете на одну 
микробную клетку
18 60±8 7,5·10�8
24 390±40 3,5·10�7
36 1650±90 7,5·10�7
48 2380±180 7,7·10�7
60 2400±170 7,3·10�7
В последующем в образцах растущей культуры 
лактобацилл, отобранных на 66 ч и 72 ч культиви�
рования, увеличения концентрации молочной кис�
лоты отмечено не было. Спустя 2 недели хранения 
надосадочной жидкости, полученной центрифуги�
рованием нативной культуры лактобацилл L. �lan�
tarum 8Р�А3, при температуре (5±2) °С содержание 
в ней молочной кислоты не уменьшилось.
Как следует из результатов, представленных 
в таблице 2, относительное содержание молочной 
кислоты в расчете на 1 микробную клетку после 
24 ч культивирования лактобацилл стабилизиру�
ется. Это, по�видимому, обусловлено исчерпанием 
глюкозы, исходная концентрация которой в жид�
кой питательной среде соответствовала 6 мг·мл�1. 
Использование в процессе роста и размножения 
лактобациллами легкоусвояемого углевода приво�
дит в конечном счете к прекращению образования 
Рис. 2. Зоны ингибирования микробного роста 
бактерий �. coli �M (А) и Y. �seudotuberculosis 147 (Б) 
надосадочной жидкостью, полученной из образцов 
растущей культуры L. �lantarum 8Р�А3 на 24 ч (1),  
42 ч (2), 48 ч (3) и 60 ч (4) культивирования
Рис. 3. Хроматограмма разделения компонентов 
надосадочной жидкости нативной культуры 
L. �lantarum 8Р�А3 (пик 1 – молочная кислота; пик 2 – 
соли фосфорной кислоты)
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молочной кислоты и стабилизации ее содержания 
в растущей культуре.
Антимикробный потенциал лактобацилл хоро�
шо известен [1–3]. Он обусловлен образованием 
при определенных условиях молочной кислоты, 
а также других антимикробных и антибиотикопо�
добных соединений, на которые обращает внима�
ние Н.А. Глушанова в своей работе [3]. Экспери�
ментами in vitro и in vivo было доказано, что спектр 
антимикробной активности метаболитов лактоба�
цилл L. �lantarum 8Р�А3, распространяющийся на 
многие возбудители кишечных инфекций [1–3], 
может быть расширен, в частности, по отношению 
к возбудителям псевдотуберкулеза и кишечного 
иерсиниоза [4].
Поскольку установлено, что именно состав пита�
тельной среды и условия культивирования лактоба�
цилл определяют антибактериальную активность, 
в том числе кислотообразование [3; 4; 11], важно 
было в эксперименте установить время появления 
антибактериальной активности растущей культуры 
лактобацилл, а также выявить динамику численно�
сти бактерий в процессе роста, состав метаболитов 
и, прежде всего, количество основного компонента 
нативной культуры – молочной кислоты.
Определение антибактериальной активности 
образцов надосадочной жидкости растущей куль�
туры лактобацилл L. �lantarum 8Р�А3, полученных 
в разное время культивирования, позволило уста�
новить максимальную выраженность зон задерж�
ки роста индикаторных бактерий псевдотуберку�
леза, кишечного иерсиниоза, кишечной палочки 
и бацилл, которая соответствует 42–60 ч культи�
вирования. При этом именно на 42 ч культивиро�
вания лактобацилл приходится завершение фазы 
экспоненциального роста и переход в фазу отри�
цательного ускорения, когда скорость размноже�
ния лактобацилл перестает быть максимальной, 
а число делящихся клеток начинает уменьшаться.
Одновременно с увеличением численности 
лактобацилл в культуральной среде происходи�
ло повышение ее кислотности, а с 60 ч культиви�
рования показатель концентрации водородных 
ионов (рН) практически стабилизировался на 
уровне 4,1–4,0 ед. рН. Очевидно, что кислотность 
культуральной среды и полученной из нее надо�
садочной жидкости обусловлена накоплением 
молочной кислоты, содержание которой, как это 
следует из данных таблицы 2, начинает увеличи�
ваться с 18 ч культивирования и к 60 ч достигает 
(2400±170) мкг·мл�1.
Молочная кислота надосадочной жидкости, по�
лученной на 60 ч культивирования лактобацилл, 
составляет до 70 % от общего количества метаболи�
тов, тогда как остальные определяемые компонен�
ты надосадочной жидкости представлены солями 
фосфорной кислоты (14 %) и другими соединения�
ми (16 %), среди которых идентифицированы ами�
нокислоты, карбоновые и жирные кислоты и др.
Расчет относительного содержания образо�
вавшейся в процессе культивирования лактоба�
цилл молочной кислоты, приходящегося на одну 
микробную клетку (см. табл. 2), свидетельствует о 
том, что уже с 36 ч культивирования этот показа�
тель стабилизируется на уровне (7,5�7,7)·10�7 мкг. 
Связано это, по�видимому, с тем, что к 36 ч культи�
вирования микробные клетки переходят из зоны 
обеспечения питательным субстратом (глюкозой) 
в зону голодания. Этот переход происходит до�
статочно быстро, поэтому голодающие клетки не 
успевают перестроить свой метаболизм и энерге�
тический обмен таким образом, чтобы наращивать 
образование молочной кислоты в условиях, когда 
началось отмирание лактобацилл с увеличением 
их некромассы.
С учетом результатов настоящей работы, а так�
же результатов предыдущих исследований [4, 
12, 13] можно утверждать, что наступило новое 
прочтение концепции пробиотикотерапии или 
ее естественное развитие, как это формулирует 
Б.А. Шендеров [6]. 
Создаваемые в ближайшем будущем на основе 
пробиотиков или с их помощью биологически ак�
тивные соединения, получившие название «мета�
биотики», «постбиотики» и др., с известной струк�
турой будут обладать способностью, с одной сто�
роны, подавлять развитие в кишечнике патоген�
ных бактерий, а с другой стороны – эффективно 
стимулировать размножение индигенной микро�
флоры кишечника [6, 14]. И, по�видимому, следует 
солидаризироваться с утверждением Б.А. Шенде�
рова [6] о том, что будущие метабиотики окажутся 
более эффективными в профилактике и лечении 
микроэкологических нарушений кишечника, чем 
традиционно используемые на протяжении дли�
тельного времени пробиотики.
Выводы
1. Изучена динамика содержания лактобацилл, 
микробных метаболитов и антибактериальной ак�
тивности нативной культуры L. �lantarum 8Р�А3, 
выращенной в жидкой питательной среде. Уста�
новлено, что к 54 ч культивирования содержание 
жизнеспособных микробных клеток в нативной 
культуре достигло 3,0·109 в 1 мл без последующего 
увеличения в процессе культивирования.
2. Определен с использованием газожидкос�
тной хроматографии состав надосадочной жид�
кости образцов нативной культуры лактобацилл 
L. �lantarum 8Р�А3. Ведущим компонентом на�
досадочной жидкости лактобацилл является мо�
лочная кислота, содержание которой возрастало 
с 60 мкг·мл�1 на 18 ч культивирования до 2400 мкг·мл�1 
на 60 ч культивирования.
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3. Установлено, что, наряду с основным компо�
нентом надосадочной жидкости – молочной кис�
лотой, на долю которой приходится 70% от общего 
количества метаболитов, в ней присутствуют соли 
фосфорной кислоты (14%), а также аминокислоты, 
карбоновые кислоты, жирные кислоты, сахара и 
многоатомный спирт, в сумме составляющие до 
16% общего количества метаболитов.
4. Определение антибактериальной актив�
ности образцов надосадочной жидкости диско�
диффузионным методом в отношении тест�
микроорганизмов �. coli �M, Y. �seudotuberculosis 
147, Y. enterocolitica 1407, B. mesentericus JS пока�
зало, что антибактериальная активность возраста�
ла, начиная с 24 ч культивирования лактобацилл, 
достигая максимального значения к 60 ч выращи�
вания микробной культуры.
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